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1．　Post－tetanic　hyperpolarization　（PTH）　elicited　by　a　train　of　supramaximal　stimulation　（200Hz．
　　120sec　in　duration）　was　recorded　from　A－fibers　of　rat　sciatic　nerve　using　sucrose　gap　method．
2．Addition　of　2，4－dinitropheno1（2mM）or　Na－azide（0．2mM）abolished　PTH，　while　O．5mM　ouabain
　　only　partially　inhibited　PTH．
3．　Na－free　（replaced　with　Li）　solution　or　K－free　solution，　which　was　known　to　inhibit　electrogenic
　　Na’一K’　pump，　reversibly　abolished　PTH．
4．　The　above　findings　are　consistent　with　the　hypothesis　that　PTH　is　attributable　to　Na’一K’　pump
　　activity．
5．　The　rate　of　Na’　extrusion　was　estimated　by　determining　a　rate　consistant　of　the　decaying　phase
　　of　PTH．　The　mean　value　of　the　rate　constant　in　normal　rats　（n　＝56）　was　found　to　be　4．38　×　10’3±
　　1．7×10－3／sec．　The　rate　constant　in　streptozotocin　（STZ）一induced　diabetic　rats　（n＝30）　was　3．
　　63　×　10－3±1．2　×　10－3／sec，　being　significantly　（p　〈O．05）　smaller　than　the　control　value，　suggesting
　　that　Na＋一K＋pump　activity　of　sciatic　A－fibers　may　be　deteriorated　in　STZ－induced　diabetic　rats．
6．　Our　electrophysiological　estimation　suggest　that　the　couse　of　diabetic　neuropathy　involves　a
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decreased　Na’一K’　pump　activity，　and　it　supports　the　hypothesis　originally　proposed　by　Greene
et　al　（1988）．
緒 言
　糖尿病性末梢神経障害では，神経内sorbito1含量
の増加，myo・inositol含量の低下，　Na＋一K＋ATPase
活性の低下がみられ，三者が相互に関連しあって糖
尿病性末梢神経障害の病態を形成していると考えら
れている1）．このうち，Na＋一K＋ATPaseはATPを
エネルギー源として，Naイオンを細胞内から細胞
外に排出し，同時にKイオンを細胞外から細胞内へ
輸送することより，生理学的にはNa＋一K＋pumpと
して知られている2）．
　神経細胞のNa＋一K＋pumpは，　Hodgkin＆
Keynesによりイカ巨大神経軸索でその性質が詳細
に検討され，Na＋一K＋pumpが細胞内外のNa＋／K＋
勾配を維持していることが明らかにされた3）．脊椎
動物の神経線維でもNa＋一K＋pumpは細胞内外のイ
オン組成を維持し，神経の興奮性を維持する上で最
も基本的な役割を果たしている4）．
　Na＋一K＋pumpは3個のNaイオンを排出し，同
時に2個のKイオンを取り込み，細胞膜を負に分極
する起電性を持っている．神経線維においては頻回
刺激した後に生ずる後過分極電位（posttetanic
hyperpolarization以下PTHと略す）が，　Na＋・K＋
pumpにより発生することがRitchieら5）により明
らかにされた．PTHの回復過程はNaイオンの排
出速度を反映していると考えられ，PTHの時間経
過はNa＋一K＋pumpの活性と相関している6）．神経
の刺激強度を選びA線維のみを興奮させれば，A線
維由来のPTHを単独で記録できる為，電気生理学
的方法を用いることにより，生化学的な方法では測
定することが出来なかったA線維自体のNa＋一K＋
pump活性の測定が期待できる．
　本研究において我々は，薦糖隔絶法によりPTH
を記録し，PTHの時間経過より神経A線維の
Na＋一K＋pump活性をリアルタイムで評価すること
を試みた．その結果，ラット坐骨神経A線維のPTH
が主として起電性Na＋一K＋pumpに由来すること，
およびstreptozotocin処理糖尿病ラット（以下糖
尿病ラット）でPTHの時間経過が延長すること，
すなわち糖尿病ラットではNa＋一K＋pump活性の低
下によると考えられる細胞内Naイオン排出の遅延
があること，を明らかにしたので報告する．
方 法
　1．動物
　糖尿病ラットは8週齢のwistar系雄ラットに，
streptozotocin（以下STZ）60　mg／kg（O．1　M
citrate　bufferに溶解しpH　4．5に調整）を腹腔内
注射し作製した．STZ注射1週間後の空腹時血糖が
250mg／dl以上のものを糖尿病ラットと判定し，
12～20週の間，高血糖の状態で飼育を続け，20～28
週齢で実験した．
　坐骨神経の摘出は，urethane麻酔下（0．8mg／kg
腹腔内）で行った．摘出した坐骨神経は95％02＋5％
CO2で飽和したLocke液に浸し，実体顕微鏡下で
結合組織を除去し標本とした．操作は全て氷冷酒で
おこなった．
　2．墨流液
　Locke液の組成は次のごとくである（mM）．
NaCl：157．4，　KCI：5．6，　CaC12：2．1，　NaHCO3：
1．8，MgC12：1。0，　Glucose：5．5，　K－free液は
Lo ke液よりKCIを除き，　NaClを163．OmMと
した．また，NaイオンをLiイオンで置換した
Na－free　Li置換液は，　NaClを除きLiClを157．4
mMとした．高カリウム槽を満たすCa＋＋free等張
KCI液は，　KCI＝163　mM，　EGTA：1．OmM，　HEPES
buffer：5．OmM（pH　7．2に調整）とした．　Locke液
に添加した2．4－dinitrophenol（DNP），　Na－azide，
ouabainはSigma社の製品を用いた．
　3．記録
　電位の測定は既報の薦糖隔絶法を用いた7）．この
記録装置はテスト液灌流槽・薦糖灌流槽・高カリウ
ム液槽の3つより構成されている．各槽をワセリン
で隔絶した後，標本を図1のごとく密着固定した．
　薦糖槽は超純水で溶解した等張薦糖液（240mM）
を0．8m1／minで，テスト液灌流槽はLocke液を2
ml／minで灌流した．Na・free　Li置換液・2mM　DNP
溶解液・0．2mM　Na－azide溶解液・Kfree液・0．5
mM　ouabain溶解液の実験：では，随時Locke液を
各テスト液に置き換えた．高カリウム槽には最初
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Fig．　1　Schematic　presentation　of　sucrose　chamber
Locke液を満たしておき，実験開始時にLocke液
よりCa＋＋一free等張性KC1液に置換した．
　テスト液二流槽と高カリウム濡濡の問に生ずる電
位差を，gap電位として記録した．　Gap電位は生理
食塩水寒天bridge一二乗不法電極により導出し，高イ
ンピーダンス入力前置増幅器・直流主増幅器を経て，
ブラウンカン・オシロスコープ（IWATSU　SS－
5704）とペンレコーダーにより観察する一方，Ana－
Iog／Digital変換器（日本光電ATAC－250）を用い
て，1秒ごとのデジタル信号として保存した．
　ラット坐骨神経は有髄神経と無髄神経より構成さ
れている．有髄神経のうちA線維は刺激閾値が最も
低いため，刺激電圧を漸増すると最初に観察される
集合活動電位はA線維由来であり，他の神経線維の
興奮と弁別することが可能である8）．A線維を200
Hzで刺激した時，その集合活動電位の振幅は正常・
糖尿病ラット群ともわずかに減少していくものの，
単一刺激時の振幅と大差なく，両群とも200Hzの
頻回刺激に追随して活動電位を発生した．この為実
験：では，電子管刺激装置（日本光電SEN－3101）を
用い，A線維に対し超最大刺激を200　Hzの矩形波
で120秒間与えた後に出現するPTHについて検討
を行った．
　25℃での低温実験を除き，実験はすべて33℃の恒
温条件で行った．
　4．時定数Tau及びRate　Constantの計算法
　Locke液灌流中のPTHのrate　constantを求め
た．Analog／Digital転換したgap電位をもとに，
テタヌス刺激を中止した時点を0秒とし，横軸に時
間を，縦軸には0秒の時点のgap電位を100％とし
（％）
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Fig．　2　Time　course　of　posttetanic　hyperpolar－
　　ization　（PTH）
　　Gap　potential　of　PTH　was　measured　every
10sec　from　O　sec　to　240　sec，　and　ploted
semilogarithmically．　Decaying　phase　of　PTH
was　found　to　be　exponential　from　O　sec　to　100
sec．
たgap電位の変化率を片log　plotを行った．刺激
中止後10秒後より100秒後まで，gap電位は指数関
数的に変化した（図2）．最小自乗法により，この間
のgap電位変化より回帰直線を作製し，電位が
100％より63．2％まで減衰するのに必要な時間，時
定数Tauを算出した．なお結果は，時定数の逆数で
あるrate　constantで示した．
　5．統計
　数値は平均値±SDで表し，　rate　constantの差の
検定ではSYSTAT社製SYSTAT　ANOVAの
post－hoc　Tukey検定を，他ではStudent　t－testを
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Fig．　3　The　effect　of　the　Na－free／Li　solution　on
　　PTH
　　The　left　trace　was　control，　the　middle　one
　　after　soaking　for　15　min　in　Na－free　lithium
　　replaced　solution．　On　the　right　was　15　min
　　after　replaced　to　Locke’s　solution．
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Fig．　4　The　effect　of　DNP　on　PTH
　　The　left　trace　was　control，　the　middle　one
　　after　soaking　for　15　min　in　O．2mM　DNP
　　solution．　The　right　one　was　15　min　after
　　wash　in　Locke’s　solution．
用い，p＜0．05をもって有意差ありと判定した．
結 果
　Gap電位の測定
　Locke液灌流中の正常ラット坐骨神経のgap電
位は一26．2±11．5mV（一11．7～一53．9mV　n＝40）
であった．糖尿病ラットでは一19．9±9．5mV（一
10．1～一41．2mVn＝20）であり，糖尿病ラット
gap電位は正常ラットに比べ有意に脱分極側にあっ
た（p＜0．05）．
　Na・free　Li置換液の影響
　Na－free　Li置換液がPTHに与える影響を検討し
た（図3）．正常ラット坐骨神経のgap電位（図3左）
はLocke液をNa－free　Li液に置き換えると，図3
中央に示したように平均1．35mV（n＝3）脱分極方
向へ移動した．Na－free　Li液はPTHを消失させた
が，洗浄によりPTHは回復し，　Na－free　Li置換液
によるPTHの消失は可逆的であった（図3右）．
　代謝阻害剤の影響
　2．4－dinitrophenol（DNP）がPTHに与える影響
を検討した（図4）．図4左がcontrolである．0．2
mM　DNP溶解Locke液は正常ラット坐骨神経の
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Fig．　5　The　effect　of　Na－azide　on　PTH
　　The　left　trace　was　control，　the　middle　one
　　after　soaking　for　15　min　in　O．2mM　azide
　　solution．　The　right　one　was　30　min　after
　　wash　in　Locke’s　solution．
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Fig．　6　The　effect　of　the　K－free　solution　on　PTH
　　The　left　trace　was　control，　the　middle　one
　　after　soaking　for　60　min　in　potassium　free
　　solution　The　right　was　60　min　after　replaced
　　to　Locke’s　solution．
gap電位を平均0．7mV（n＝4）脱分極側へ移動し，
PTHを消失させた（図4中央）．この変化はDNP
をLocke液で洗うと回復した（図4右）．
　同様に，Na－azideがPTHに与える影響を検討
した（図5）．図5左がcontrolである．2mM　Na－
azide溶解Locke液は正常ラット坐骨神経のgap
電位を平均1．5mV（n＝3）脱分極方向へ移動させ
た．Na－azideはDNPの場合と同様にPTHを消
失させた（図5中央）．Na－azideを中止し，30分間
洗うとPTHは部分的に回復した（図5右）．
　K－free液の影響
　K－free液がPTHに与える影響を検討した（図
6）．図6左がcontrolである．正常ラット坐骨神経
のgap電位はLocke液をK－free液に置換すると，
平均1．5mV（n＝6）過分極方向へ移動した．　K－free
液灌流によりPTHの回復過程は著明に延長した
（図6中央）．正常Locke液を再灌流するとPTHは
回復し，K－free液によるPTHの消失は可逆的であ
った（図6右）．
　低温暴露によるPTHの変化
　灌流液はLocke液のまま，液温を33→25→
33℃と変化させたときのgap電位の変化を図7に
示した．図7中央に示すように，低温暴露によりgap
電位は約0．4mV脱分極し，　PTHの回復過程は延
長した．低温暴露の効果は可逆的であった（図7右）．
（4）
1992年5月田中他1名：糖尿病ラット坐骨神経A線維のNa＋一K＋pump活性の測定一　485　一
　Fig．　7　The　effect　of　temperature　on　PTH
　　　Temperature　was　changed　from　33　to　250C
　　　and　restored　to　330C．
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fig．　8　The　effect　to　Ouabain　on　PTH
　　The　left　trace　was　control，　the　middle　one
　　after　soaking　for　45　min　in　O．5mM　ouabain
　　solution．
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Fig．　9　Comparison　of　Rate　Constant　between
　　Control　and　Diabetes
　Ouabainの影響
　OuabainがPTHに与える影響を検討した．正常
ラット坐骨神経のPTHは，0．5rnM　Ouabain溶解
Locke液灌流により45分間の二流で部分的な抑制
を示した（図8右）．他2標本においても同様な結果
が得られた．
　正常ラット・糖尿病ラットの坐骨神経PTHの
Rate　Constantの検討
　実験当日のラットの体重は，正常群409±37g
（n＝56），糖尿病群286±30g（n＝30）と正常群で有
意に重かった（P＜0．01）．血糖は正常群79±11
mg／dl（n＝56），糖尿病群405±45　mg／d1（n＝30）
と糖尿病群で有意に高かった（p＜0．01）．
　正常ラットのPTHに比べ，糖尿病ラット坐骨神
経PTHの回復過程は遅延していた．　Rate　constant
を用いた比較では，正常群4．38×10－3±1．7×10－3／
sec（n＝56）．糖尿病群3。63×10－3±1．2×10－3／sec
（n＝30）と糖尿病群で有意に低下していた（p〈
0．05）（図9）．
考 案
　1．gap電位
　薦糖隔絶法で測定した正常ラット坐骨神経のgap
電位は一26．2±11．5mVであった．有髄神経の静止
膜電位が一70～一80　mVであるとすれば，薦糖隔絶
法では40％の値が得られた．カエルー次求心線維を
薦糖隔絶法で測定した場合には60～70％であり7），
カエルを用いた実験に比べ減衰が大きかった．
　一方，糖尿病ラットのgap電位は一19．9±9．5
mVであり，正常ラットgap電位に比し有意に小さ
かった（p＜0．05）．Kimuraら9）は，微小電極法を
用い糖尿病KK－CAy　miceの骨格筋の静止膜電位が
減少していることを報告している．我々が用いた方
法は薦糖隔絶法のため，膜電位の絶対値を比較する
ことは原理的に困難である．しかし，糖尿病ラット
の末梢神経でも糖尿病KK－CAy　rniceの骨格筋と同
様に静止膜電位が減少している可能性は充分有り得
る．微小電極法による膜電位の測定が必要ではある
ものの，糖尿病ラット坐骨神経のgap電位が正常ラ
ットに比して小さかったことは，糖尿病ラット坐骨
神経では，静止膜電位が減少していることを示唆す
る．
　2．後過分極電位
　Ritchieら5）は，家兎頸部交感神経のC線維でみ
られるPTHが代謝阻害剤．　Na－free　Li置換液
K－Free液．　ouabain添加液で可逆的に消失すること
を示し，PTHはKチャンネル活性化によるもので
はなく，起電性Na＋一K＋pumpが頻回刺激により細
胞内に蓄積したNaイオンを細胞外へ排出する過程
であると報告している．
　一方，細胞内Naイオンの上昇による活性化され
るNa依存性KチャンネルもPTHの形成に関与
していることが示されている10）．Na依存性K電流
はKameyamaら11）が心筋細胞に存在することを
最初に報告したが，現在までに種々の神経組織にお
いてもその存在が確認されている12）13）14）．Poulter
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ら15）16）は，カエルのA線維にもNa依存性Kチャ
ンネルが存在することを報告しており，ラット坐骨
神経A線維でもPTHの形成にはNa＋K＋pumpに
加えNa依存性Kチャンネルも関与している可能
性がある．この為，PTHの時間経過を決定する因子
として，Na＋一K＋pumpとNa依存性Kチャンネル
の二つを考慮する必要がある．
　今回の実験では，ラット坐骨神経A線維のNa依
存性K電流の存在については直接的な検討は行わ
なかった．しかし，細胞内に蓄積したNaイオンの
量がNa＋一K＋pumpとNa依存性Kチャンネルの
二つを同時に支配している上に，ラット中枢神経の
PTHではその大部分がK電流ではなく，Na＋一K＋
pump電位に起因するという報告17）があり，　PTH
の回復過程を規定しているものは，主としてNa＋一
K＋pumpによるNaイオンの排出の速度である．
　今回我々が観察したPTHは，　ouabainによる
PTHの抑制が部分的ではあるものの（図8），代謝
阻害剤やNa－free　Li置換液により可逆的に消失し
（図3，4，5），K－Free液および低温実験：ではその
回復過程が著明に延長していた（図6，7）．
　OuabainはNa＋一K＋pumpの特異的な阻害剤で，
家兎C線維のPTHでは15　＃M　ouabain灌流での
抑制を示すものの5），我々が観察したラット坐骨神
経のPTHは0．5mM　Ouabinでも部分的な抑制し
か示さなかった（図8）．OuabainのNa＋一K＋pump
に対するその親和性は動物種により異なり，ラット
は他の動物種に比べはるかに低いことが報告されて
いる18）．また，Na＋一K＋ATPaseのisozymeの分
布が異なるため，同一個体内でもouabain感受性に
組織差がみられる19）．我々が実験に用いた0．5mM
ouabainは，　strophanthidinがラット頸交感神経節
のNa＋一K＋ATPaseの50％抑制する濃度5×10　4
～10－3Mと同じオーダーにあった19）．今回ouabain
によるPTHの抑制が部分的であったことは，ラッ
ト坐骨神経のNa＋一K＋ATPaseに対するouabain
の低親和性により説明できる．
　OuabainによるPTHの抑制が部分的ではあるも
のの，Na－free　Li置換液，　K－free液，代謝阻害剤
でPTHが著明な抑制を受けたことは，正常ラット
坐骨神経で観察されたA線維由来のPTHに，
Na＋一K＋pumpによるNa排出過程が関与している
ことを示唆していた．
　3．　Rate　Constant
　rate　constantは“4．時定数Tau及びRate
Constantの計算法”で示したように，経時的なgap
電位の変化率より算出するため，薦糖隔絶法による
電位の減衰は問題にならない．今回，我々は正常ラ
ットおよび糖尿病ラットの坐骨神経A線維PTH
の回復過程をrate　constantを用い比較検討した．
　rate　constantは，正常群4．38×10　3±1．7×10－3
1／sec（n＝56）に対し糖尿病群3．63×10－3±1．2×
10－31／sec（n＝30）であり，糖尿病群のrate　con－
stantは正常群に比べ有意に低下していた（p〈
0．05）．この結果は，糖尿病ラット坐骨神経A線維
では，頻回刺激により細胞内に流入したNaイオン
をNa＋一週目pumpが排出する速度が有意に遅延して
いることを示すものであり，電気生理学的に糖尿病
ラット坐骨神経のNa＋一K＋pump活性が低下してい
ることを観察できると考えた．
　既に生化学的な検討では，糖尿病ラット坐骨神経
Na＋一K＋pump活性が低下していることは報告され
ている20）21）．我々の実験結果も，生化学的方法による
検討と良く一致していた．
　有髄神経において，Na＋一K＋pumpはnodeに集
属しているものの22）23），坐骨神経束全体をホモジナ
イズ処理する生化学的な方法では，神経繊維以外の
シュワン細胞の混入が避けられず，興奮伝導に直接
関与する神経軸索のNa＋一K＋pump活性の変化のみ
を測定する事は出来ない．しかし，我々が用いた薦
糖隔絶法は，ケーブル性のないシュワン細胞の電位
は記録されず，選択的に坐骨神経A繊維軸索の
Na＋一K＋pump活性を観察できる利点がある．我々
は黒糖隔絶法を用いることにより，従来の生化学的
な方法では確定することが出来なかった神経軸索自
体のNa＋一K＋pump活性を測定し，その活性が糖尿
病で低下していることを明らかにすることが出来
た．このことは糖尿病性末梢神経障害の成因として
Na＋一K＋pump活性の低下が関与することを示唆し
ている．
　以上述べてきた如く，糖尿病性神経障害の成因を
解明するうえで，選択的に坐骨神経A繊維軸索の
Na＋一K＋pump活性を観察できる本法は，極めて有
用な手段である．
結 語
　電気生理学的方法により，選択的に糖尿病ラット
坐骨神経A繊維のNa＋一K＋pump活性を後過分極
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電位のrate　constantとして測定し，その活性が正
常群より有意に低下していることを明らかにした．
（本研究の要旨は第33回日本糖尿病学会年次総
会24），14th．　International　Diabetes　Fedestration
Congress25）にて発表した．）
　　稿を終えるにあたり，御指導，御鞭たつを賜りま
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